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略語 
 
ACP  acyl carrier protein  
AT  acyltransferase 
ATCC  American type culture collection 
BEPS  bacterial cytochrome P450-expression system 
BLAST  basic local alignment search tool 
CoA  coenzyme A 
DH  dehydrogenase 
DMSO  dimethyl sulfoxide 
DNA  deoxyribonucleic acid 
ER  enoylreductase 
ESI-MS  electrospray ionization mass spectrometry  
FAD  flavin adenine dinucleotide 
HPLC  high performance liquid chromatography  
IPTG  isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
KR  ketoacylreductase 
KS  ketoacyl synthase 
LAL  large ATP-binding regulators of the LuxR family 
NADP  nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (oxidized form)  
NADPH  nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced form) 
Ni-NTA  nickel-nitrilotriacetic acid 
NMR  nuclear magnetic resonance 
ORF  open reading frame 
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P450       cytochrome P450 
PCR  polymerase chain reaction 
PKS  polyketide synthase 
SF3b        splicing factor 3b 
TE  thioesterase 
TLC  thin-layer chromatography 
UV  ultraviolet absorption spectrometry 
VEGF  vascular endothelial growth factor 
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序論 
 
 現在使われている医薬品の中には、プラバスタチンやタキソール、イリノテ
カンなど、単離された天然物自体、あるいは天然物をリードとして開発された
ものが数多く存在する。ここ 30年で認可された医薬品の約半数は、天然物由来
もしくは天然物の構造を模して合成した化合物である[1]。創薬における天然物
ライブラリーは、コンビナトリアルケミストリーにより大量生産される合成低
分子化合物の構造多様性とは相補的であり、人知の及ばぬ新奇な化学構造とそ
れに伴った特異性の高い活性を提供し得る重要な創薬資源である。 
 このような考えのもと、天然物の優れた潜在能力を引き出すべく、国内の土
壌より分離された約 27,000株の放線菌および糸状菌の代謝産物について血管内
皮増殖因子（VEGF）産生抑制活性を有する生理活性物質の探索が行われた。そ
の結果、放線菌 Streptomyces platensis Mer-11107株の培養液中に極めて強力
な抑制活性が見出された。そして度重なる培養と精製の末、その活性本体が、
エポキシとジエンユニットを配したアルキル側鎖を持つ、新規 12員環マクロラ
イドであることが明らかになった[2]。本物質群はその生産菌名および構造的な
特徴から pladienolide（プラジエノライド）と命名された（図 1）。プラジエノ
ライド群は in vitroおよび in vivoで極めて低濃度で癌細胞の増殖抑制活性を
持つことが明らかとなった。39 種類の癌細胞からなる癌パネルにて増殖抑制活
性を評価したところ、その阻害パターンから既存の抗癌剤とは異なる新規メカ
ニズムを有することが示唆された[3]。そして結合タンパク質の同定を試みた結
果、プラジエノライド類は既存の抗癌剤とは全く異なり、スプライシング因子
の 1つである SF3bが分子標的である新規な作用メカニズムを有することが明ら
かとなった[4]。以上のことより、プラジエノライド類のユニークな活性と構造
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から生合成機構に興味が持たれた。そこで S. platensis Mer-11107株の主たる
発酵生産物であるプラジエノライド B 生合成経路を明らかにするために、生合
成遺伝子の構造解析を行った。 
また、プラジエノライド類の類縁体研究の結果、プラジエノライド D の誘導
体 E7107 が有望な制癌剤候補化合物として選出され、現在、臨床研究が進行中
である（図 1）[5]。しかしながらリード化合物となったプラジエノライド D の
生産性は、S. platensis Mer-11107 株の発酵主生産物であるプラジエノライド
B に比べてきわめて低い。そこで、プラジエノライド B の 16 位水酸化体である
プラジエノライド D を効果的に生産するために、プラジエノライド B をプラジ
エノライド D に変換する微生物をスクリーニングしたところ、高い変換活性を
持つ株として Streptomyces bungoensis A-1544株が得られた[6]。これにより、
S. platensis Mer-11107 株を用いた発酵によりプラジエノライド B を生産し、
S. bungoensis A-1544 株を用いた微生物変換により、プラジエノライド B をプ
ラジエノライド D に変換することで、大量にプラジエノライド D を調製できる
ようになった。しかし、プラジエノライド D を調製するまでに、2 つの菌株を用
いた 2回の発酵工程と回収精製工程が必要であった。 
そこで、プラジエノライド D をより効果的に生産するために S. bungoensis 
A-1544株のゲノム DNAより、プラジエノライド Bの 16位を水酸化する酵素遺伝
子の同定を行った。そして、取得したプラジエノライド Bの 16位を水酸化する
酵素遺伝子を S. platensis Mer-11107株に導入することにより一回の発酵でプ
ラジエノライド Dを生産する発酵法の構築を目指し検討を行った。 
 - 8 - 
 
 
 
 
図 1 プラジエノライド B、D、そして E7107 の構造。
O
O
O
OH
OR'
OH
OH
R
16
1
7
Pladienolide B: R=H, R'=Ac
Pladienolide D: R=OH, R'=Ac
E7107             : R=OH, R'= N NCO
pladienolide B: R = H, R' = Ac
pladienolide D: R = OH, R' = Ac
E7107 : R = , ' 
 - 9 - 
第一章 プラジエノライド生合成遺伝子群の同定 
 
序論 
 
 プラジエノライド類は S.platensis Mer-11107 株が生産するマクロ環型のポ
リケタイド化合物群であり、主たる発酵生産物は図 1に示すプラジエノライド B
である。 プラジエノライド類アナログのスクリーニングの結果から、プラジエ
ノライド D がリード化合物として選出され、これを基に E7107 が医薬品候補物
質として開発されている。既に述べたように、プラジエノライドの作用機序は
ユニークであり、標的分子もこれまで報告のないスプライシング因子の 1 つで
ある SF3b とあって、E7107 のみならず、今後の新規抗癌剤の強力な創薬ターゲ
ットとなりうる。 
 マクロライド化合物のようなポリケタイドは、抗生物質、抗腫瘍活性物質、
そして免疫抑制剤などを含む多くの天然物を擁し、大きな多様性を持っている。
これらは様々で複雑な構造を持ち、興味ある生物活性が報告されている。そし
て多くのマクロライド化合物が医薬品として使用されている。特に、抗生物質
であるエリスロマイシン、抗癌剤のエポチロン、そして免疫抑制剤のラパマイ
シンは臨床上で重要な医薬品とみなされている[7,8,9]。 マクロライド化合物
の微生物での形成においては、ポリケタイド鎖がＩ型のポリケタイド合成酵素
（PKS）と呼ばれる複数のモジュールからなる酵素により生合成される[10]。
各々のモジュールは 1 つの延長されるユニットに対応しており、ドメインによ
って決められたβ炭素の修飾がなされる。一般的にポリケタイドの構造はこれ
らを生合成する PKS のドメインの構造によって決められている。多くのポリケ
タイドの生合成経路は、PKS によるラクトン環の形成後、シトクロム P450 モノ
 - 10 - 
オキシゲナーゼ（P450）による水酸化やメチル基転移酵素による O-メチル化の
ようなラクトン修飾（ポリケタイド後修飾と呼ばれる）の工程を含んでいる。
マクロライド生合成遺伝子を構成する、PKS、ポリケタイド後修飾を触媒する酵
素遺伝子、そして転写因子をコードする遺伝子等がそのマクロライドを生産す
る微生物の染色体またはプラスミド中にクラスターを形成している[10]。 
 一度 PKS をコードする遺伝子が配列決定されれば、その配列情報を用いるこ
とにより、ポリケタイドの炭素鎖の長さやβ炭素の官能基を変えることが可能
である[11]。同様に、一度ポリケタイドの生合成をになう遺伝子クラスターの
配列が決定されれば、その配列情報を用いてポリケタイド後修飾に含まれる酵
素を改変することにより、ある予測されたポリケタイド誘導体を生産させるこ
とも可能となる[12]。しかしながら、これまでにプラジエノライド類のような
ユニークなマクロライド化合物の生合成遺伝子に関する報告はない。そこで本
章では、S.platensis Mer-11107株のプラジエノライド類の生合成遺伝子クラス
ターを単離し、同定した。 
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第一節 実験方法 
 
1．菌株と培地 
S.platensis Mer-11107株はプラジエノライドの生合成遺伝子を取得するため
の染色体 DNAの調製と、遺伝子破壊試験に用いられた。大腸菌 Escherichia coli 
DH5α株はクローニングのための宿主として用い、一方 E. coli XL-1 blue MR
株は S.platensis Mer-11107 株染色体 DNA のコスミドライブラリーの宿主とし
て用いられた。E. coli BL21(DE3)株は P450 発現の宿主として用いられた。E. 
coli 株は Luria-Bertani寒天培地もしくは液体培地に適切な抗生物質を選択に
用いて増殖させた。P450発現試験には、M9CG培地（M9ソルト、1％ カザミノ酸、
0.4% グルコース、1 mM 塩化マグネシウム、0.1 mM 塩化カルシウム、pH 7.4）
を用いた。S.platensis Mer-11107株は染色体 DNA調製のため、Tryptic Soy Broth
で培養された。放線菌培地 No.4（日本薬品）は E. coli S17-1 株宿主を用いた
接合試験に用いられた。適切な抗生物質を含んだ YMS 培地（0.4% 酵母エキス、
1% 麦芽エキス、0.4% 溶性澱粉、2% 寒天、10 mM 塩化カルシウム、pH 7.4）は
遺伝子破壊株の選出に用いた。プラジエノライドの生産には SPCGB 培地（5%溶
性澱粉、1% グルコース、3% ファルマメディア、2% β-シクロデキストリン、
0.1% 炭酸カルシウム、pH 7.5に調製したもの）が用いられた。 
 
2. ベクターと DNA操作 
 プラスミド pUC118（タカラバイオ）が通例のクローニングベクターとして用
いられ、SuperCos1（Stratagene）は染色体 DNAライブラリーを構築するための
コスミドとして用いられた。プラスミド pKU253 は、放線菌プラスミド SCP2 由
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来の複製領域と安定性領域[13]、RP4 由来の接合用複製開始起点 oriT [14]、
pUC19由来の ColE1oriとアンピシリン耐性遺伝子 bla [15]、そして Tn5のカナ
マイシン耐性遺伝子 aphIIによって構成されており [16]、遺伝子破壊試験に使
用された。大腸菌での P450発現に対しては、Pseudomonas putida ATCC17543の
カンファー水酸化酵素 P450cam の電子伝達タンパク質遺伝子 amA, camB を共発
現するプラスミド pT7NS-camABを用いた[17]。S.platensis Mer-11107株の染色
体 DNA は ISOPLANT（ニッポンジーン）を用いて精製された。大腸菌のプラスミ
ドは QIAprep Spin Miniprep Kit（Qiagen）を用いて精製された。DNA ligation
は Ligation Kit（タカラバイオ）を用いて行われた。制限酵素はすべてタカラ
バイオ製が用いられた。PCRおよび inverse PCRによる DNA増幅はすべて TaKaRa 
LA Taq with GC Buffer（タカラバイオ）を用いて行われた。本研究で用いたプ
ライマーはすべて SIGMA GENOSYSによって合成された。 
 
3．P450発現試験 
 pldB遺伝子はプライマーPLDBF (5'-GCCCCGCATATGGATCTGGAAACCCAACTTCTC-3')
と PLDBR (5'-GCACTAGTCAGCCGCGCTCGACGAGGAGGTG-3')を用いた PCRにより増幅さ
れて、pT7NS-camABの NdeI-SpeI部位中にクローン化された。得られたプラスミ
ドで E. coli BL21(DE3)株を形質転換した。得られた形質転換体をアンピシリン
ナトリウム(50 μg/ml)を含む M9CG 培地を用いて 37℃で 660nm における吸光度
が 0.8 になるまで培養した後、PldB の発現を誘導するため isopropyl-β
-D-thiogalactopyranoside（IPTG）（終濃度 0.1 mM）を添加して 22℃で 20時間
培養した。菌体を集菌し、CV2 バッファー（2% グリセロール、50 μg/ml アン
ピシリンナトリウム、0.1 mM IPTG、50 mM リン酸バッファー、pH7.4）に再懸濁
した[17]。6-デオキシプラジエノライド B [18]（終濃度 250 mg/L）を添加し
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て 28℃で 24時間培養した。プラジエノライド B(水酸化体)、と 6-デオキシプラ
ジエノライド B は 10 等量のアセトニトリルで抽出し、以下の条件の HPLC で分
析された。カラム: Develosil ODS UG-3 カラム（4.6 mm i.d.×50 mm, 野村化
学）。UV 検出：240 nm。流速：1.2ml/分。カラム温度：40℃。移動相：0 分～5
分 45-55%のアセトニトリル水溶液の直線濃度勾配、5 分～13 分 55%アセトニ
トリル水溶液、13 分～17 分 55-70%のアセトニトリル水溶液の直線濃度勾配、
17分～35分 70%アセトニトリル水溶液。この分析系でプラジエノライド Bは保
持時間 11.8 分に、6-デオキシプラジエノライド B は保持時間 20.4 分に検出さ
れた。   
 
4．遺伝子破壊 
 S.platensis Mer-11107株の染色体中の標的遺伝子を破壊するため、プラスミ
ド pKU253 を介した相同組み換えの系を開発した。図 2 の pldA 遺伝子の A 領域
破壊用プラスミドを構築するため、コスミド pKS56を制限酵素 BamHIで消化し、
pHP45Ωhyg [19]由来のハイグロマイシン B耐性遺伝子と連結し、そして制限酵
素 EcoRIで消化し、pKU253と連結した。pldB遺伝子の破壊用プラスミドを構築
するため、プライマーUSF (5'-GGGAGATCTAGAGGCCGGTTACCTCTACGAGTA-3')と USR 
(5΄-GGGAAGCTTGCGATGAGCTGTGCCAGATAG-3΄)を用いた PCRにより増幅した pldB遺
伝 子 上 流 の BglII-HindIII 断 片 と プ ラ イ マ ー  DSF 
(5'-GGGAAGCTTGAACTGGCGCGACAGTGTCTT-3') と 、  DSR 
(5'-GGGAGATCTGCAGCGGATCGTCTTCGAGACCCTT-3') を用いた PCR により増幅した
pldB遺伝子下流の HindIII-BglII断片、の間に pHP45Ωhyg由来のハイグロマイ
シン B 耐性遺伝子の HindIII 断片を連結させた DNA 断片を調製し、pKU253 の制
限酵素 BamHI 部位に挿入した。これらのプラスミドを E. coli S17-1 株を介し
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た接合法[20]により、S.platensis Mer-11107株に導入した。各々の形質転換体
の菌糸を集め、相同組み換えを誘導するために非選択培地で培養した。標的遺
伝子の破壊を引き起こす二重相同組み換えの後、破壊株をハイグロマイシン B
耐性でリボスタマイシン感受性を示す表現型で選出し、サザンハイブリダイゼ
ーションで確認した。 
 
5．プラジエノライドの生産と分析 
 S.platensis Mer-11107 株とその破壊株を SPCGB 培地で 25℃で 5 日間 220rpm
の振盪培養をした。培養液を 10等量のアセトニトリルで抽出し、上記の分析系
で分析した。 
 
6．pldB破壊株の培養液からの 6-デオキシプラジエノライド Bの単離と同定 
 100 ml の水を 100 ml の培養液に加え、100 ml の酢酸エチルで一度抽出後、
50 mlの酢酸エチルでもう一度抽出した。酢酸エチル抽出物を合わせて減圧濃縮
した。得られた残留物をシリカゲル TLC（Merck Art.5744, トルエン：アセトン
= 2:1）で精製して 6-デオキシプラジエノライド Bを得た。培養液から得られた
6-デオキシプラジエノライド B の構造は MS と NMR のデータから確認された
[18,21]。6-デオキシプラジエノライド B の MS と NMR のデータを以下に示す。
ESI-MS (positive): m/z 543 (M+Na)+. ESI-MS (negative): m/z 519 (M-H)-. 
Molecular formula: C30H48O7. 1H-NMR spectrum (CD3OD, 400MHz): δ  ppm 
(integral, multiplicity, coupling constant J (Hz)): 0.87 (3H, d, J=7.0 
Hz),0.90 (3H, d, J=7.0 Hz), 0.94 (3H, d, J=7.3 Hz), 0.97 
(3H, d, J=7.0 Hz), 1.08 (3H, d, J=7.0 Hz), 1.17-1.21 (1H, 
m), 1.24-1.36 (2H, m), 1.42-1.52 (3H, m), 1.61-.66 (3H, m), 
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1.74 (3H, d, J=1.1 Hz), 1.89-1.96 (1H, m), 2.00 (3H, s), 
2.41-2.47 (1H, m), 2.43 (1H, dd, J=5.5, 13.9 Hz), 2.51-2.58 
(1H, m), 2.56 (1H, dd, J=3.7, 13.9 Hz), 2.65 (1H, dd, J=2.2, 
8.1 Hz), 2.72 (1H, dt, J=2.2, 5.9 Hz), 3.51 (1H, dt, J=4.4, 
8.4 Hz), 3.75-3.80 (1H, m), 4.91 (1H, dd, J=8.8, 10.6Hz), 5.00 
(1H, d, J=10.6 Hz), 5.42 (1H, dd, J=9.2 Hz, 15.0 Hz), 5.49 
(1H, dd, J=9.2, 15.0 Hz), 5.65 (1H, dd, J=8.4, 15.0 Hz), 
6.08 (1H, d, J=10.6 Hz), 6.32 (1H, dd, J=10.6, 15.0Hz). 
 
7．DNAシークエンス解析 
 プラジエノライド生合成遺伝子を保有するコスミドを HydroShear（Genetic 
solutions）によって剪断し、得られた DNA 断片を BKL kit（タカラバイオ）を
用いて pUC118 にサブクローン化した。DNA シークエンス反応は DYEnamic ET 
Terminator Sequencing kit (Amersham Biosciences)を用いて行われた。塩基
配列は MegaBACE 1000 sequencer (Amersham Biosciences)により決定され、
GENETYX プログラム(GENETYX)により解析された。データベースとの DNAおよび
アミノ酸配列の相同性検索には BLAST（Basic Local Alignment Search Tool）
プログラムが用いられた。 
 
8．塩基配列登録番号 
 本章で報告した塩基配列は GenBank の登録番号 AB435553 に預けられている。 
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第二節 結果 
 
1．プラジエノライド生合成遺伝子クラスターのクローニング 
Streptomyces属放線菌は、その一株の染色体上に十数種類のポリケタイド生
合成遺伝子を持つことが知られている[22]。したがって、まず、S.platensis 
Mer-11107株染色体 DNAの中から、プラジエノライド生合成遺伝子クラスターを
見出すための手がかりを探すこととした。プラジエノライド B の生合成経路は
他の知られているＩ型のポリケタイド生合成経路から以下のように推測された。
まず最初に、プラジエノライドのポリケタイド骨格が PKS によって前駆体とし
て形成され、次に 7-O-アセチル化、18,19-エポキシ化、そして 6 位水酸化とい
った修飾系を介してプラジエノライド Bに変換される。ここで、同じ 12員環マ
クロライドのメチマイシンが、pikAI-III がコードする PKS（PikAI-III）によ
って前躯体が形成され、その後、pikAI-IIIと同じクラスター内に存在する pikC
遺伝子がコードする P450 (PikC)により 10位水酸化されることから[23]、プラ
ジエノライド B の 6 位水酸化酵素もプラジエノライド生合成遺伝子クラスター
内に存在する P450遺伝子であると考えられた。そこで、プラジエノライド Bの
生合成遺伝子をクローン化して同定するため、まずプラジエノライド B の 6 位
水酸化酵素をコードする P450 遺伝子を標識遺伝子として同定することにした。 
まず、メチマイシン PKS 遺伝子（pikAI）のケトアシルシンテース（KS）ド
メイン領域をプローブに、S.platensis Mer-11107株染色体 DNAのコスミドライ
ブラリーに対してコロニーハイブリダイゼーションを行うことにより、PKSをコ
ードする遺伝子を保有する 60個のコスミドクローンを単離した。これらコスミ
ドのうち、メチマイシン 10位水酸化酵素をコードする P450遺伝子 pikCをプロ
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ーブに用いたハイブリダイゼーションにより 33 コスミドを選出した。そして、
ハイブリダイゼーションで最も高いシグナル強度を示したコスミドから 1 つの
P450遺伝子をサブクローン化した。 
得られた P450 遺伝子を P450 発現プラスミドである pT7NS-camAB にクローン
化した。得られたプラスミドで E. coli BL21(DE3)株を形質転換した。コントロ
ールの E. coli BL21(DE3)/pT7NS-camAB 株が 6-デオキシプラジエノライド B と
反応しなかったのに対し、P450 遺伝子を発現させた E. coli BL21(DE3)株は 6-
デオキシプラジエノライド B を水酸化してプラジエノライド B に変換した。こ
のことから取得した P450遺伝子が 6-デオキシプラジエノライド Bの 6位水酸化
酵素をコードしており、プラジエノライド B の生合成遺伝子クラスターに属し
ていると示唆された。この P450遺伝子を pldBと命名した。 
上記のコスミドライブラリーから、pldBおよび pldBに隣接する PKS遺伝子を
含む包括的なコスミドとして 5 個のコスミドを選出した。pldB に隣接する PKS
遺伝子がプラジエノライドの生合成に関与しているかどうかを確認するため、5
個のコスミドのうちの 1 個（pKS56）を用いた相同組換えにより pldB の近傍の
PKS 領域である A 領域が破壊された S.platensis EDH56 株を作成した（図 2）。
得られた A領域の破壊株 S.platensis EDH56株を SPCGB培地で培養したところ、
プラジエノライド類の生産性が失われていることがわかった。このことより、
pldB の近傍の PKS 遺伝子がプラジエノライド B 生合成に含まれることが確認さ
れた。 
I 型の PKS 遺伝子のプローブと pldB のプローブを用いたサザンブロットハイ
ブリダイゼーションにより、5個のコスミドを整列化したところ、プラジエノラ
イド Bの生合成の全体のクラスター領域は 4個のコスミド（pKS23、pKS35、pKS54、
pKS58）でクローン化された DNA 領域によってカバーされていた。そして、4 個
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のコスミドでクローン化された DNA 領域をシークエンスすることにより、
72.0-kbの DNA領域の塩基配列が決定された。この領域で組織化された推定遺伝
子を図 2に示した。 
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図 2 プラジエノライド生合成遺伝子クラスターの機構。上にシークエンス解析
から推定された ORF の転写方向と相対的な長さを示した。A 領域は破壊株
S.platensis EDH56株で欠失した領域である。コスミドクローンを重複する線で
表示した。下の構造式でプラジエノライド B は R = OH、6 デオキシプラジエノ
ライド Bは R = Hである。PKSの多機能ポリペプチド内の酵素ドメインは各円で
示された。 
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2. プラジエノライド生合成クラスターの特徴 
プラジエノライド B生合成遺伝子（pld）クラスターが完全に決定された。全
長 65 kbのクラスターに 8個の ORF（オープンリーディングフレーム）が見つか
った(表 1)。この pldクラスターの中央には、4個の大きな ORF,多機能 PKSをコ
ードする pldAI、 pldAII、pldAIII、pldAIV が存在した。これら pld の PKS は
11個のモジュールにより構成されており、エバーメクチン PKSで発見された DH7
や KR10のような不活性型のドメインはなかった[24]。本研究によりプラジエノ
ライド B 生合成遺伝子は S.platensis Mer-11107 株において pld クラスターと
して染色体領域に局在化していることが確証された(図 2)。PKS末端のチオエス
テラーゼ（TE）ドメインの系統解析を行ったところ、プラジエノライドの TEド
メインは同様の 12 員環や 14 員環マクロライドを形成する PKS 系よりも、他の
環のポリケタイド（スピノサッド、フォスラクトマイシン、エバーメクチンな
ど）を形成する PKS系に類似していた（図 3）。 
 pld遺伝子クラスターは、PKS遺伝子以外にたった 4個の遺伝子しかなかった。
本研究から 6-デオキシプラジエノライド B の 6 位水酸化酵素をコードする遺伝
子として推定された pldB遺伝子がコードする P450は CYP107ファミリーに属し
ていた。P450 はそのアミノ酸配列の相同性が 40%を超えるものをファミリーと
定義されているが[25]、ポリケタイドの生合成に関与するクラスターの遺伝子
がコードする P450 の多くはこの CYP107 ファミリーに属している。pldD 遺伝子
がコードする酵素 PldD はモネンシンのエポキシダーゼ MonCI[26]やナンチャン
マイシンのエポキシダーゼ NanO[27]と高い相同性を持つことから、プラジエノ
ライドの 18.19-エポキシダーゼではないかと推測された。pldC遺伝子がコード
する PldCのアミノ酸配列は Amycolatopsis mediterranei S699株のリファマイ
シン生合成遺伝子クラスターに含まれる Rif-Orf20[28]のアミノ酸配列と有意
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な相同性を示した。Rif-Orf20はリファマイシン 25-O-アセチル化酵素をコード
することから[28,29]、pldC遺伝子は CoA依存型アセチルトランスフェラーゼフ
ァミリーに属する酵素をコードしており、プラジエノライドの 7-O-アセチル化
を触媒していると推測された。また、pldRは LuxRファミリーの転写制御因子を
コードしていると推測された。プラジエノライド生合成遺伝子の各遺伝子の推
定される機能を表 1にまとめた。pld遺伝子クラスターの周りには還元糖の生合
成や、糖転移など、他の役割をはたしそうな遺伝子がなかったので、pld遺伝子
クラスターは相対的に純粋にプラジエノライド B の構造だけを形成するように
構成されていた。 
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表 1 プラジエノライド生合成遺伝子クラスター内の ORF の推定機能。   
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
Polypeptide Amino acids nos.   Proposed function or sequence similarities detected 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
PldAI 6,532 PKS 
Loading module KSQ  AT(P)   ACP 
 Module 1  KS  AT(P) KR  ACP 
 Module 2  KS AT(A) DH KR ACP 
 Module 3  KS  AT(P) DH ER KR ACP 
PldAII 7,026 PKS 
 Module 4  KS AT(A) DH KR ACP 
 Module 5  KS AT(P) DH KR ACP 
 Module 6  KS  AT(P) KR  ACP 
 Module 7  KS AT(A) DH KR ACP 
PldAIII 3,712 PKS 
 Module 8  KS  AT(P) KR  ACP 
 Module 9  KS  AT(A) DH ER KR ACP 
PldAIV 1,808 PKS 
 Module 10  KS  AT(A) KR  ACP  
 TE 
PldB 399 C6-hydroxylase (Cytochrome P450) 
PldC 397 Putative acyltransferase 
PldD 433 Putative epoxidase 
PldR 902 Putative transcriptional regulator (LuxR familiy) 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 
AT(A), acyltransferase incorporating an acetate extender unit; AT(P), acyltransferase 
incorporating a propionate extender unit 
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図 3 Genbank上の様々なチオエステラーゼの系統解析。
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3. 遺伝子破壊による後修飾遺伝子の機能解析 
 得られた生合成遺伝子群の塩基配列の有効性を評価するために、ポリケタイ
ド後修飾に含まれる酵素遺伝子の一つである pldB 遺伝子の破壊実験を行った。 
これまでの結果から、pldB遺伝子は 6-デオキシプラジエノライド Bの 6位水酸
化酵素をコードする遺伝子として推定されている。そこで、pldB 遺伝子を破壊
することにより、野生株では微量にしか生産できない活性の高い類縁体である
6-デオキシプラジエノライドを大量に生産できると推測された。 
 pldB 遺伝子の破壊は複製可能なプラスミドを介した相同組み換えを用いて行
われた。そして得られた pldBの破壊株と S.platensis Mer-11107株野生株につ
いて SPCGB 培地で培養した（図 4）。その結果、S.platensis Mer-11107 株野生
株では、主な生産物としてプラジエノライド B だけを生産していたのに対し、
pldBの破壊株では、プラジエノライド Bをまったく生産せずに 6-デオキシプラ
ジエノライド Bだけを生産していた。先述の pldB遺伝子を大腸菌で発現させて
の変換試験の結果と共に考えると、pldB遺伝子は 6-デオキシプラジエノライド
Bの 6位水酸化酵素をコードしていると結論された。また、これにより、生合成
遺伝子の配列情報を用いた遺伝子破壊により、野生株では微量にしか生産でき
ない 6-デオキシプラジエノライドを大量に生産できるようになった。 
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図 4  Streptomyces platensis Mer-11107株の野生株（A）と pldB破壊株（B）
で生産されたプラジエノライド類の HPLC分析。 
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第三節 考察 
  
 本章では S.platensis Mer-11107 株からプラジエノライド B 生合成酵素をコ
ードする遺伝子群として、pld遺伝子クラスターを同定した。pld遺伝子クラス
ターは 4つの PKS遺伝子、3つのポリケタイド後修飾酵素遺伝子、1つの転写制
御因子遺伝子により構成されていた。 
興味深いことに、プラジエノライドの PKS の TE ドメインは同様の 12 員環や
14員環マクロライドを形成する PKS系（メチマイシンやエリスロマイシンなど）
よりも、他の環のポリケタイド（スピノサッドやエバーメクチンなど）を形成
する PKS 系に類似していた。pld の PKS は 11 モジュールで構成されていたが、
これはスピノサッドと同様で、12員環や 14員環マクロライドを形成する PKS系
（メチマイシンやエリスロマイシンなど）より 4 から 5 モジュール多い。TE ド
メインのアミノ酸配列保存性はおそらくその PKS 系で形成されるラクトン環の
数よりも単にモジュールの数により関連性が高いことが考えられた。 
また、pldRがコードする転写制御因子 PldRは LAL（LuxRファミリーの大きな
ATP結合型制御因子）に属していると考えられた。ほとんどすべての LALはⅠ型
PKS の遺伝子に対しての転写の正の制御因子として役割をもっていることから
[30,31]、PldRは pld 生合成の正の制御因子であると考えられた。よって、この
pldR 遺伝子の発現をコントロールすることでプラジエノライドの生産性を向上
させることが可能であると考えられた。 
また、ポリケタイド後修飾に含まれる酵素遺伝子の一つである pldB 遺伝子の
破壊実験により、単一の誘導体 6-デオキシプラジエノライド B を生産できるよ
うになったことから、pld遺伝子群の遺伝子操作により、医薬品となりうる新し
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いプラジエノライド誘導体を生み出せることが予期された。こうして遺伝子操
作した菌株は元の野生株からは取得できないような微量またはユニークなプラ
ジエノライドの成分を生産することができる。加えて、プラジエノライド生合
成遺伝子のプロモーターを用いることにより、プラジエノライドを修飾できる
外来酵素をコードする遺伝子をプラジエノライドの生合成に同調させて発現さ
れることが可能となり、その結果、効率的に非天然のプラジエノライド誘導体
を生産することが可能である。 
本章での研究はプラジエノライドという化合物の生合成遺伝子クラスターの機
構を解明した最初の報告である。今回得られたプラジエノライドの生合成遺伝
子は今後新規な抗腫瘍薬を作り出す上で重要な遺伝子基盤となる。 
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第二章 プラジエノライド B 16位水酸化酵素遺伝子のクローニング 
 
序論 
 
先述したように、プラジエノライド類の類縁体研究の結果、プラジエノライ
ド Bの 16位水酸化体に相当するプラジエノライド Dのさらに 7位の化学合成誘
導体である E7107 が有望な制癌剤候補化合物として選出され、現在、臨床研究
が進行中である（図 1）[5]。E7107 の化学合成には大量のプラジエノライド D
が必要である。しかしながら、プラジエノライド D の生産性は、S. platensis 
Mer-11107株の発酵主生産物であるプラジエノライド B に比べてきわめて低い。 
また、化学合成法でプラジエノライド Bの 16位に位置および立体選択的に水酸
化を行うことは非常に難しい。そこでまず、微生物変換により、プラジエノラ
イド D を生産するため、プラジエノライド B をプラジエノライド D に変換する
微生物をスクリーニングした。これまでにカビ、放線菌、そして放線菌ではな
いバクテリアを含む、約 2000株の微生物について試験したところ、20株の放線
菌および 2 株のカビで目的の水酸化活性を持つことが明らかとなった。その中
で Streptomyces bungoensis A-1544 株が最も高い変換活性を示した[6]。これ
により、S. platensis Mer-11107 株を用いた発酵によりプラジエノライド B を
生産し、S. bungoensis A-1544 株を用いた微生物変換により、プラジエノライ
ド B をプラジエノライド D に変換することで、ある程度大量にプラジエノライ
ド Dを調製できるようになったが、E7107を製造する上で充分な量のプラジエノ
ライド D を生産するためには、S. bungoensis A-1544 株の水酸化活性を向上さ
せるなどの改良が必要であった。 
 放線菌由来の P450はしばしば 2次代謝産物の酸化を行うことが知られている
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ことから[32,33]、プラジエノライドの 16 位水酸化反応を触媒する酵素もおそ
らく P450ではないかと推測された。細菌由来 P450はエジンバラ大学の Chapman
らの電子伝達様式による分類においてクラスＩ型の P450系に属している。これ
は電子が NADHもしくは NADPHから P450へ伝達される間に、FADを含む還元酵素
（フェレドキシン還元酵素）と鉄硫黄タンパク質（フェレドキシン）を介して
いる系である[34]。これまでの研究により著者らは、本来、染色体内に P450遺
伝子を保有しない大腸菌を宿主に用いた細菌 P450 発現系（ bacterial 
cytochrome P450-expression system : BEPS）を構築していた。この BEPSの系
では、P. putida ATCC17453株のフェレドキシン還元酵素であるプチダレドキシ
ン還元酵素とフェレドキシンであるプチダレドキシンをコードする遺伝子（そ
れぞれ camA および camB）と P450 遺伝子を共発現するプラスミドを用いている
[17]。例えば Streptomyces coelicolor A3(2)の全 18 個の P450 がこの BEPS の
系により発現できることが分かっている[17,35]。 
 本章ではプラジエノライドの 16位を水酸化に関与する遺伝子を同定するため
に、この BEPSの系が用いられた。そして本章で、S. bungoensis A-1544株由来
のプラジエノライド B の 16 位水酸化酵素をコードする遺伝子を同定し、その
P450遺伝子を過発現させた S. bungoensis A-1544株を用いることにより、プラ
ジエノライド B からプラジエノライド D への変換効率を向上させたことを述べ
る。 
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第一節 実験方法 
 
1. 試薬 
 プラジエノライド Bは S.platensis Mer-11107株の培養液より精製された[2]。 
 
2. 菌株とプラスミド 
 S. bungoensis A-1544株は最も 16位水酸化活性を示す菌株として土壌中より
単離された放線菌である[6]。S.coelicolor A3(2)の全 18 種の P450遺伝子はゲ
ノムシークエンス配列を基にクローン化され、BPESで発現された[17,35]。本章
で構築したプラスミドを表 2にまとめた。 
 
3. 遺伝子操作 
 S. bungoensis A-1544 株と S.coelicolor A3(2)株の染色体 DNA は ISOPLANT
（ニッポンジーン）を用いて調製された。その他、第一章の DNA 操作と同様に
行った。本章で用いたプライマーを表 3に示した。 
 
4．微生物変換活性の測定 
 P450 発現プラスミド（表 2 に示した、pPAB, pPA, pD5ABCAB）で E. coli 
BL21(DE3)株を形質転換した。得られた形質転換体を 25 ml の M9mix培地（3.39% 
リン酸ナトリウム、1.5% リン酸水素カリウム、0.25% 塩化ナトリウム、0.5% 塩
化アンモニウム、1％ カザミノ酸、0.002% チミン、0.1 mM 塩化カルシウム、 
0.1 mM 硫酸鉄、50 μg/ml カルベニシリンの水溶液に Overnight Express 
Autoinduction System（ノバジェン）を加えたもの。pH 7.4）で 25℃ 24 時間 
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220rpm で振盪培養した。その後、菌体を 10 分間、4℃での遠心分離（6000xg）
で集菌し、5 mlの CV2バッファーに再懸濁した。プラジエノライド B（200 mg/ml 
DMSO溶液）を 2 mlの菌体懸濁液に終濃度 1.86 mMになるように添加した。28℃
で 8時間、220 rpmで振盪培養した後、生成物を 2.5等量のアセトニトリルで抽
出後、以下の条件の HPLCで分析した。カラム: Develosil ODS UG-3カラム（4.6 
mm i.d.×50 mm, 野村化学）。UV検出：240 nm。流速：1.2ml/分。カラム温度：
40℃。移動相：0 分～5 分 45-55%のアセトニトリル水溶液の直線濃度勾配、5
分～13 分 55%アセトニトリル水溶液、13 分～17 分 55-70%のアセトニトリル水
溶液の直線濃度勾配、17分～21分 70%アセトニトリル水溶液。この分析系でプ
ラジエノライド Bは保持時間 11.8分に、プラジエノライド Dは保持時間 4.0分
に検出された。   
 
5．微生物変換で得られたプラジエノライド Dの単離と同定 
 4 ml の水を 1.8 ml の微生物変換溶液に加えて、8 ml の酢酸エチルで一度抽
出後、4 ml の酢酸エチルでもう一度抽出した。酢酸エチル抽出物を合わせて減
圧濃縮した。得られた残留物をシリカゲル TLC（Merck Art.5715, 酢酸エチル）
で精製してプラジエノライド D を得た。プラジエノライド D の構造はすでに報
告されている MSと NMRのデータとの比較から確認された[21]。 
 
6. psmAをコードする DNA断片のクローニングとシークエンス 
 SCO0774の相同体として psmAの遺伝子の一部をクローン化するため、CYP105D
のサブファミリーで保存されたモチーフの元に、縮重プライマー5Dm-3F と
5Dm-3R(表 3)を設計した。PCR では S. bungoensis A-1544 株の染色体 DNA と上
記縮重プライマーを用いて、変性（98℃、20秒）、アニーリング（50℃、1分）、
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そして伸張（68℃、1 分）の 3反応を 30サイクル行った。約 530 bpの PCR生成
物が増幅したので、pT7blue T-vector（Novagen）にクローニングし、シークエ
ンスを行った。シークエンスした PCR生成物の 5'-および 3'-隣接領域をクロー
ン化するため inverse PCR 法を用いた[36]。S. bungoensis A-1544 株の染色体
DNAを制限酵素PstIまたはSalIで完全に消化し、自己環状化させた。inverse PCR
ではこれらを鋳型に、プライマー6PIN-2Fと6PIN-2R（表3）を用いて、変性（98℃、
20 秒）、アニーリング及び伸張（68℃、5 分）の 3 反応を 30 サイクル行った。
inverse PCR 生産物を pT7blue T-vector にクローニングし、シークエンスを行
った。 
 
7. P450タンパク質の精製および活性測定 
 CYP105D5 と PsmA タンパク質は E. coli BL21(DE3)株で、表 2 に示した
pCYP105D5Hisと pPsmAHisを用いて C末端ヘキサヒスチジンタグと共に発現させ
て、Ni-NTA アガロース（Qiagen）を用いて精製された。プラジエノライド B の
酸化活性はこれまでに報告のある再構成系を用いて測定された[37]。再構成系
では、0.5μM の精製 PsmA または CYP105D5 を 0.1 mg/ml のホウレン草由来のフ
ェレドキシン（Sigma）、0.1 U/ml のホウレン草由来のフェレドキシン還元酵素
（Sigma）、1 U/ml グルコース脱水素酵素（東洋紡）、1% グルコース、2 mM NADPH、
2 mM NADH、100 μM プラジエノライド Bを含む 100 mM トリス塩酸溶液（pH 7.5）
で、30℃で 30分間反応させた。 
 PsmAと CYP105D5のプラジエノライド Bの 16位水酸化反応に対する Km値と Vmax
値の定量のために、プラジエノライド Bの濃度は 1～500 μMと変動させて試験
した。カイネティックスパラメーターはラインウェーバー・バーク方程式を用
いて計算された（Microsoft Excel）。 
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8. psmABを過発現した S. bungoensis A-1544株組換え株の構築と微生物変換 
 psmAと psmBを含むプラスミド pSMAB702（表 2）を構築し、プロトプラスト-PEG
法を用いて S. bungoensis A-1544 株を形質転換した。プロトプラストの調製、
形質転換、そして形質転換体の選出は Hopwood らの方法に従った[20]。形質転
換体は 25 ml の SMN 培地（2% 溶性澱粉、2% グルコース、2% 大豆粉、0.5% 酵
母エキス、0.25% 塩化ナトリウム、0.32% 炭酸カルシウム）で 28℃で 72時間増
殖させた。菌体を培養液から遠心分離により回収し、25 mlの 50 mMリン酸バッ
ファー（pH 6.5）に懸濁させた。プラジエノライド B（200 mg/ml DMSO 溶液）
を反応液に終濃度 1.86 mM になるように添加した。反応は 28℃で 220 rpm の振
盪条件で行われた。様々な時間間隔（0、2、4、6、8時間後）ごとに一定量（200 
μl）の反応液を抜き取り、4等量のアセトニトリルで抽出後、上記の条件の HPLC
で分析した。 
 
9. 還元型一酸化炭素差スペクトルの測定 
 細胞内の P450 および精製した P450 の量を一酸化炭素差スペクトル測定法で
定量した[38]。P450 の濃度（mM）は還元型一酸化炭素差スペクトルから吸光係
数 ε450-490 = 91 mM−1 cm−1を用いて定量された。 
 
10．塩基配列登録番号 
 本章で報告した psmA と psmB を含む塩基配列は GenBank の登録番号 AB236357
に預けられている。 
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Plasmids Relevant characteristics Genotype 
pT7NS-camAB pET11b (Novagen, Madison, USA) derivative containing 
NdeI-BamHI insert amplified by PCR with Primer CamA-NdeSpeF 
and Primer CamB-BamR from Pseudomonas putida ATCC17453. 
camA, camB 
pPAB pET11b derivative containing NdeI-SpeI insert amplified by PCR 
with Primer PsmA-NdeF and Primer PsmB-SpeR from S. bungoensis 
A-1544. 
psmA, psmB 
pPA pET11b derivative containing NdeI-SpeI insert amplified by PCR 
with Primer PsmA-NdeF and Primer PsmA-SpeR from S. 
bungoensis A-1544. 
psmA 
pD5ABCAB pT7NS-camAB derivative containing NdeI-SpeI insert amplified by 
PCR with Primer 105D5-NdeF and Primer 105D5fdx-SpeR from 
S.coelicolor A3(2). 
SCO0774, 
SCO0773, 
camA, camB 
pPsmAHis pET22b (Novagen, Madison, USA) derivative containing NdeI-NotI 
insert amplified by PCR with Primer PsmA-NdeF and Primer 
PsmAin-NotR from S. bungoensis A-1544. 
psmA 
pCYP105D5His pET22b derivative containing NdeI-NotI insert amplified by PCR 
with Primer 105D5-NdeF and Primer 105D5in-NotR from S. 
bungoensis A-1544. 
SCO0774 
pSMAB702 pIJ702 derivative containing BglII-BglII insert amplified by PCR 
with Primer PsmA-BglF and Primer PsmB-BglR from S. bungoensis 
A-1544. 
psmA, psmB 
   
 
 
表 2 本章で使用したプラスミド 
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Primers  Sequence (5' —► 3') 
Primer 5Dm-3F TTCGCSCTSCCSGTCCCSTCSATGGTSAT 
Primer 5Dm-3R GTTGATSAYSGASGTSGAGAA 
Primer 6PIN-2F GCTGCGCCTGGCCCTGGAGGACATCGAGAT 
Primer 6PIN-2R CTGTTCCTCGAAGAACTCGTGGTCGGCGTA 
Primer PsmA-NdeF GCCCCCATATGACGGAACTGACGGACATCA 
Primer PsmB-SpeR GGGCCACTAGTCAGCCGGCCGGTTCGGTCA 
Primer PsmA-SpeR CCCACTAGTTTACCAGGTCACGGGGAGTTC 
Primer PsmAHis-NotR CCCTGCGGCCGCCCAGGTCACGGGGAGTT 
Primer 105D5-NdeF GCCCCCCATATGACGGACACCGACACGACG 
Primer 105D5fdx-SpeR GCACTAGTCAGCCGACCCGCTCCGAGAC 
Primer 105D5His-NotR CCCGCGGCCGCCCAGGCCACGGGGAGTT 
Primer DM-BglF CGCATAGATCTTCACCCGAGCGGGTGATCA 
Primer DM-BglR TCCCGAGATCTTGAAGGTCCGCGTCACCGT 
Primer CamA-NdeSpeF GGGCATATGACTAGTGGAGTGCGTGCTAAGTGAA 
Primer CamB-BamR CATGGATCCTTACCATTGCCTATCGGGAAC 
S = G + C: Y = C + T  
   
 
表 3 本章で使用したプライマー 
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第三節 結果 
 
1．S.coelicolor A3(2)からのプラジエノライド B 16位水酸化酵素の同定 
 我々は最初に、S.coelicolor A3(2)株が微弱な 16位水酸化活性を持つことを
見出した。この株の 16位水酸化酵素をコードする遺伝子の同定は比較的容易と
考えられた。なぜなら S.coelicolor A3(2)株は既に 18 個の P450 を持つことが
報告されており[35]、それら P450のうちの 1つがプラジエノライド Bからプラ
ジエノライド D への水酸化を触媒すると考えられたからである。そこで、大腸
菌を用いた微生物 P450 発現系（BEPS）を用いて S.coelicolor A3(2)株の全 18
個の P450についてプラジエノライド Bを基質に微生物変換を行った。その結果、
一つの P450 遺伝子 SCO0774 を発現させた E. coli BL21(DE3)株がわずかながら
プラジエノライド Bの 16位水酸化活性を示した（図 5）。シークエンス情報から、
SCO0774は CYP105D5として分類される P450であった[35]。 
 
2. CYP105D5に相同的な遺伝子のクローニング 
 次に、S. bungoensis A-1544株のプラジエノライド Bの 16位水酸化酵素をコ
ードする遺伝子が CYP105D 関連の遺伝子であると推定し、CYP105D5 に相同体を
コードする遺伝子の一部をクローニングした。CYP105Dサブファミリーに保存さ
れたシークエンスモチーフに基づいた縮重プライマーを用いて、S. bungoensis 
A-1544株の染色体 DNAを鋳型に PCRを行った（図 6）。その結果、528-bpの PCR
生成物が得られ、シークエンスされた。BLASTでの検索の結果、この PCR生成物
は CYP105D サブファミリーの対応する領域とアミノ酸配列で高い相同性がある
ペプチドをコードしていることが分かった。inverse PCRを用いて、シークエン
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スされた PCR生成物の 5'-および 3'-隣接領域をクローン化したところ、3793-bp
の DNA 配列が得られた。この配列中には 2 個の完全長の ORF が直列に並んでい
た。一番目の ORF（psmA）は SCO0774（3SCF60.06c）にコードされる CYP105D5
に最も高いアミノ酸配列相同性（72.6%）示す P450（PsmA）をコードしていた（図
6）。二番目のの ORF（psmB）は psmA の直ぐ下流から開始されており、SCO0773
（3SCF60.05c）にコードされる CYP105D5のフェレドキシンに最も高いアミノ酸
配列相同性（83.3%）示すフェレドキシン（PsmB）をコードしていた。 
 
3. PsmAの同定と特徴づけ 
 PsmAがプラジエノライド Bの 16位で水酸化する能力があるかどうか調べるた
め、PsmA と CYP105D5 にヒスチジンタグをつけた P450 タンパク質を精製したも
のを用いて、 in vitroでのプラジエノライド Bからプラジエノライド Dへの変
換を行った（図 7）。ホウレン草由来フェレドキシンとフェレドキシン還元酵素
を酸化還元のパートナーとして用いた。プラジエノライド Dがいずれの P450の
反応混合液から検出されたことから、PsmAと CYP105D5がプラジエノライド Bの
16位で水酸化する能力があることが示された。そしてこのことは psmAが目的と
していたプラジエノライド Bの 16位水酸化酵素をコードする遺伝子であること
を示唆している。基質であるプラジエノライド B の濃度を変動させたところ、
16 位水酸化反応はミカエリスメンテン型のカイネティックスに従っていた。Km
値と Vmax値はラインウェーバー・バーク方程式を用いて定量された。PsmA の Km
値（29.7 mM）は CYP105D5の Km値（162.0 mM）より 4倍低い一方、PsmAの触媒
効率（Vmax/Km値：4.16）は CYP105D5 のそれ（1.02）より 4 倍高かった。このこ
とは、PsmAは CYP105D5よりもプラジエノライド Bに対して高い親和性を持って
おり、CYP105D5よりもプラジエノライド Bの 16位水酸化活性レベルが優れてい
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ることを示している。PsmA の Vmax 値（123.4 mmol/min/mol P450）は CYP105D5
のそれ（165.1 mmol/min/mol P450）より若干低かった。このことは PsmA の 16
位水酸化活性は高濃度のプラジエノライド B（200 μM以上）によって阻害され
ることを示唆している（図 7）。 
 
4. psmAと psmBを発現させた大腸菌によるプラジエノライド Bの微生物変換 
 psmBはPsmAと機能的に共役するフェレドキシンをコードしているのではない
かと考えられたので、大腸菌を用いて psmBがあるときとないときのプラジエノ
ライド B の微生物変換の比較試験を行った（図 8）。psmA と psmB の両方を発現
させた大腸菌を用いた微生物変換は psmA単独を発現させた大腸菌を用いた場合
よりも 12倍の変換率を示した。このことから psmBと psmAとの共発現がプラジ
エノライド Dの生産を増強することが示唆された。 
 
5．psmAB を過剰発現させた S. bungoensis 組換え株によるプラジエノライド B
からプラジエノライド Dへの微生物変換 
 S. bungoensis A-1544 株でのプラジエノライド B からプラジエノライド D へ
の微生物変換を強化するため、psmAB を過剰発現させた S. bungoensis 組換え
株を構築した。高コピー数ベクターpIJ702 [20]に psmABとそのプロモーター領
域を含む 3.5-kbの DNA断片が挿入されたプラスミド pSMAB702を S. bungoensis 
A-1544株の形質転換に用いた。微生物変換試験を S. bungoensis A-1544/pIJ702
株をコントロール株として行った（図 9）。培養液の還元型一酸化炭素差スペク
トル測定の結果、S. bungoensis A-1544/pIJ702株では 450 nmのピークが検出
されなかった（0.01 mM 以下）のに対し、S. bungoensis A-1544/pSMAB702 株
では 1.60 mM の濃度の P450 が発現していた。S. bungoensis A-1544/pSMAB702
 - 39 - 
株を用いたプラジエノライド D への微生物変換率は、 S. bungoensis 
A-1544/pIJ702株を用いた場合よりも 15倍高かった。 
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図 5  E. coli BL21(DE3)/pD5ABCAB (A)または BL21(DE3)/pT7NS-camAB (B)を
用いてのプラジエノライドBの微生物変換によって産生したプラジエノライドD
の HPLC分析。 
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図 6 CYP105D サブファミリーに属する P450 の配列比較。比較した配列は以下
のものである（NCBI のアクセッションナンバーをカッコ内に示す）。PsmA, S. 
bungoensis A-1544 (本章, AB236357); S. coelicolor A3(2) (NP625076); そ
して CYP105D1, S. griseus (P26911)。すべての配列で同一の残基を星印で示
した。矢印は縮重プライマーである 5Dm-3F と 5Dm-3R を設計した領域を示して
いる。 
 
PsmA       1:-----MTELTDITGPGTPAEPVAFPQDRTCPYHPPTGYGPLRDGRSLSRVTLFDGREVWM 55
CYP105D5   1:MTDTDTTTNTDTTTNTHPAAPVAFPQDRTCPYHPPAAYDPLRAARPLARITLFDGRPAWL 60
CYP105D1   1:MTESTTDPARQNLDPTSPAPATSFPQDRGCPYHPPAGYAPLREGRPLSRVTLFDGRPVWA 60
** ***** ****** * ***  * * * ****** * 
PsmA      56:VTGHATARALLADPRLSTDRTLPGFPVPTARFAAVRDRRVALLGVDDPVHQTQRRMMIPS 115
CYP105D5  61:VTGHAAARRLLADQRLSTDRTRDGFPATSARLAAVRERRTALLGVDDPEHRAQRRMVLPE 120
CYP105D1  61:VTGHALARRLLADPRLSTDRSHPDFPVPAERFAGAQRRRVALLGVDDPEHNTQRRMLIPT 120
***** ** **** ******  **    * * ** ******** * **** * 
PsmA     116:FTLKRAAGLRPTIQRTVDGLLDAMIEKGPPAELVSAFALPVPSVVICGLLGVPYADHEFF 175
CYP105D5 121:FTLKRAGALRPSIRRIVGERLDAMIAQGPPADLVTAFALPVPSMVICALLGVPYADHEFF 180
CYP105D1 121:FSVKRIGALRPRIQETVDRLLDAMERQGPPAELVSAFALPVPSMVICALLGVPYADHAFF 180
*  **   *** *   *   ****   **** ** ******** *** ********* **
PsmA     176:EEQSRTLLRGPTAADSQGARERLEEYLGGLIDDKERQAEPGDGVLDDLVHQRLRTGELDR 235
CYP105D5 181:EEQSRRLLRGPLPADTRDARDRLEAYLGELIDRK-RRA-PGEGLLDDLVRRQASEGATDR 238
CYP105D1 181:EERSQRLLRGPGADDVNRARDELEEYLGALIDRK--RAEPGDGLLDELIHRDHPDGPVDR 238
** *  ***** *   **  ** *** *** *   * ** * ** *       *  **
PsmA     236:RDVVALAVILLVAGHETTANMISLGTYTLLRHPGRLAELRADPALLPAAVEELMRMLSIA 295
CYP105D5 239:EQLIAFAVILLVAGHETTANMISLGTYTLLTNPGRLAELRADPALLPGAVEELMRVLSIA 298
CYP105D1 239:EQLVAFAVILLIAGHETTANMISLGTFTLLSHPEQLAALRAGGTSTAVVVEELLRFLSIA 298
* ***** ************** ***  *  ** ***        **** * ****
PsmA     296:DGLLRLALEDIEIAGATIRAGEGVLFSTSLINRDESVFDDPDTLDFHRSTRHHVAFGFGI 355
CYP105D5 299:DGLLRMATEDIDVDGQTIRAGDGVVFSTSVINRDESVYPEPDALDWHRPARHHVAFGFGI 358
CYP105D1 299:EGLQRLATEDMEVDGATIRKGEGVVFSTSLINRDADVFPRAETLDWDRPARHHLAFGFGV 358
** * * **    * *** * ** **** ****  * **  * *** ***** 
PsmA     356:HQCLGQNLARAELEIALGTLLERLPGLRLAAPAEEIPFKPGDTIQGMLELPVTW      409
CYP105D5 359:HQCLGQNLARAELEIALESLFDRLPTLRLAAPADEIPFKPGDTIQGMLELPVAW       412
CYP105D1 359:HQCLGQNLARAELDIAMRTLFERLPGLRLAVPAHEIRHKPGDTIQGLLDLPVAW       412
************* **   *  *** **** ** **  ******** * *** *      
Primer 5Dm-3F
Primer 5Dm-3R
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図 7 ホウレン草由来フェレドキシンとフェレドキシン還元酵素を含む再構成
系を用いての精製 CYP105D5 と PsmA によるプラジエノライド B からプラジエノ
ライド Dへの変換。▲, CYP105D5; ●, PsmA。 
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図 8 psmA と psmB を発現するプラスミドを保有する E. coli BL21(DE3)を用い
たプラジエノライド B からプラジエノライド D への微生物変換。表示したプラ
スミドに含まれる挿入遺伝子断片を模式的に示した。表示したプラスミドを保
有する E. coli BL21(DE3)株で発現した P450 濃度は一酸化炭素差スペクトル測
定法で定量された。変換率は% (mol/mol)で表された。 
 
pPAB
pPA
P450
Expression
(mM)
1.47
1.49 9.19
0.74
pET11b 0.00 0.00
T7 promoter psmA psmB
Conversion
rate
(%)
 - 44 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 9 pIJ702（▲）または pSMAB702（●）を保有する S. bungoensis A-1544株
を用いたプラジエノライド B からプラジエノライド D への微生物変換。生成し
たプラジエノライド Dの量は 0、2、4、6、8時間培養後、定量した。変換率は% 
(mol/mol)で表された。 
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第三節 考察 
 
 本章では S. bungoensis A-1544 株からプラジエノライド B の 16 位水酸化酵
素をコードする遺伝子として psmAをクローン化し同定した。そして psmABを過
剰発現させた遺伝子組換え S. bungoensis株がコントロール株よりも 15倍高い
変換効率でプラジエノライド Dを生産することができた。 
 一般的に酵素遺伝子をクローン化するための効率的なアプローチは、酵素精
製によってそのアミノ酸情報を得る方法である。しかしながら、多くの P450は
不安定で酵素精製が難しい場合がある。その意味で、本研究で用いた大腸菌 P450
発現系（BEPS）で発現させるアプローチは非常に有効である。さらには、変換
活性をもつ P450遺伝子を有する微生物のゲノムシークエンス情報が利用できた
ことで非常に効率的な方法が実行できた。 
 psmA 遺伝子は遺伝子の機能が明らかな特定の二次代謝物の生合成遺伝子クラ
スター内には位置していなかったので、この遺伝子の本来の生理的役割は不明
である。PsmA は CYP105D5 とアミノ酸配列相同性が 70%以上あり、CYP105D サブ
ファミリーに属しているといえる。CYP105ファミリーに属する多くの P450が異
物代謝の酵素として報告されている [39,40]。PsmA もおそらくいろいろな外的
基質を触媒する酵素ではないかと考えられる。 
 CYP105Dサブファミリーに属する P450の電子伝達経路はクラスＩ型の P450系
といわれるものである[34]。したがって、本水酸化反応は初発電子供給源（NADH
または NADPH）と共にフェレドキシンとフェレドキシン還元酵素を酸化還元パー
トナーとして必要とする。ゲノム上の位置関係から、PsmBは PsmAとカップルす
る本来のフェレドキシンであると考えられる。このことは大腸菌を用いた反応
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系で、PsmAと PsmBの共存下で変換率が向上した結果からも支持された（図 8）。 
また、S. bungoensis A-1544 株内には PsmA と PsmB に対しての特異的なフェレ
ドキシン還元酵素をコードする遺伝子があると考えられるが、psmA 遺伝子の周
辺にはフェレドキシン還元酵素をコードする遺伝子はなかった。PsmAと PsmBに
対しての特異的なフェレドキシン還元酵素をコードする遺伝子をクローン化し、
S. bungoensis A-1544 株で psmAB と共発現させれば、微生物変換効率をより向
上させることができるであろう[41]。 
 PsmA の動態解析から、PsmA の触媒効率は CYP105D5 よりも 4 倍高いのに関わ
らず、その 16 位水酸化活性は高濃度のプラジエノライド B（200 μM 以上）に
より阻害されることが示された。しかしながら、実際の全細胞での反応の際に
は細胞内の基質濃度が十分低濃度であるため、阻害はみられないと考えられる。
このことはエリスロマイシン Dの 12位水酸化をする P450（EryK）はより低い濃
度（20 μM 以下）で基質阻害を受けるが、発酵上の最終生産物であるエリスロ
マイシン A の生産性において明らかな影響はみられていないということからも
支持されている[42,43]。以上のことから、PsmA は CYP105D5 よりも微生物変換
においてより効率的であるといえる。 
 このように今回、プラジエノライド Bの 16位水酸化酵素をコードする遺伝子
群として psmAB を同定したことは非常に重要であり、さらに検討していくこと
で、工業スケールでのプラジエノライド Dの生産に大きく貢献するであろう。  
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第三章 プラジエノライド D の一段発酵 
 
序論 
  
  第二章において S. bungoensis A-1544株から、プラジエノライド Bの 16位
水酸化酵素をコードする遺伝子 psmA を同定し、psmAB を過剰発現させた S. 
bungoensis A-1544組換え株でプラジエノライド Bからプラジエノライド Dへの
変換率を 15倍向上させることができた。しかしながらこの方法では、プラジエ
ノライド Dを調製するまでに、2つの菌株を用いた 2回の発酵工程と回収精製工
程が必要であった。市場性を上げるためにより効率的な製造工程の開発が求め
られた。そこで我々は psmABをプラジエノライド Bの生産株である S. platensis 
Mer-11107株に導入することにより一回の発酵でプラジエノライドDを生産する
遺伝子組換え株の構築を目指し検討を行った（図 10）。 
現在使われている医薬品の中には、天然物由来のものが多く存在すると同時
に、上記のプラジエノライドのように、発酵産物をさらに生化学的に変換した
化合物がいくつか存在する。高脂血症薬のプラバスタチンの生産には、
Penicillium citrinum を用いてまず ML-236B を生産し、これを Streptomyces 
carbophilus により水酸化する二段階発酵法が用いられている[32]。そして、動
物薬のアイブロシンは Streptomyces fradiaeを用いてタイロシンを生産し、こ
れを Streptomyces thermotolerans により 2 つの部位をアシル化する二段階発
酵法を用いて生産されている[44]。 また、抗真菌薬のミカファンギンは
Coleophoma empetri の発酵産物 FR901379 を Streptomyces sp.由来のアシラー
ゼを用いてアシル側鎖を選択的に脱アシル化したものをさらに化学修飾して製
造されている[45]。このように、発酵と微生物変換を組み合わせた製造法、す
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なわち、発酵産物を生体触媒（微生物変換）によりさらに部位特異的に修飾す
るという製造工程は、煩雑ではあるが、すべてを化学合成で行うよりもはるか
に工程が少ないメリットがあるため、製造に用いられていると考えられる。そ
こでさらに、同じ微生物由来の 2 つの工程を 1 つにできれば、さらに工程、ス
ケール、作業日数を大幅に低減できる。しかしながら、上記の医薬品の製造工
程に関しても一部一段発酵が検討されているが、発酵と変換のコントロールが
難しいためか、現行法にとってかわってはいない。例えば動物薬のアイブロシ
ンについては、タイロシン生産株である S. fradiae に S. thermotolerans由来
の 2 つのアシル酵素遺伝子を導入してアイブロシンを一段発酵させることに成
功しているが、その生産量は元株のタイロシン生産量の 20%に満たない[44]。そ
こで今回、製造への実用を念頭に、効率的に一段発酵を行う系の構築を目指し
検討を行った。
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図 10 プラジエノライド D 生産の概略。（A）プラジエノライド B の発酵とプラ
ジエノライド B からプラジエノライド D への微生物変換。（B）プラジエノライ
ド Dの一段発酵。 
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第一節 実験方法 
 
1．組換え株の調製 
 ermE* プロモーター（PermE）を含む DNA 断片は pSK117 から制限酵素で消化
することで取得された[46]。pldAのプロモーター（PpldA）を含む DNA断片はプ
ライマーpldApro-SNF (5'-GGGCATATGACTAGTAGCCGTGTCCTGCCCGCC-3')とプライマ
ーpldApro-NR (5'-GGGCATATGTTCGGACGTGAATTCATTCG-3')を用いた PCR によって
増幅された。psmAB は PermE または PpldA と連結後、phiC31 をベースとした染
色体組み込み型ベクターである pUC19aph::oriT::intphi31にクローン化された。
用いたベクターpUC19aph::oriT::intphi31 は RP4 の oriT[14]と pUC19 の
ColE1oriと bla配列[15]、そして Tn5のカナマイシン/リボスタマイシン耐性遺
伝 子 aphII [16] に よ り 構 成 さ れ て い る 。 得 ら れ た プ ラ ス ミ ド
pUC19aph::oriT::intphi31::PermEpsmA （ pPermEpsmA ） ま た は
pUC19aph::oriT::intphi31::PpldApsmA（pPpldApsmA）で、第一章で行った E. coli 
S17-1株を介した接合法[20]により、S.platensis Mer-11107株を形質転換した。
S.platensis Mer-11107 の遺伝子組換え株（Mer-11107::pPermEpsmA または
Mer-11107::pPpldApsmA）はリボスタマイシン耐性の選択圧から取得された。 
 
2．培養試験 
S.platensis Mer-11107 株とその遺伝子組換え株は第一章の SPCGB 培地で、
25℃で 220 rpmの振盪培養を 1、3、5日間行われた。培養液を 10等量のアセト
ニトリルで抽出し、第一章に示した方法で分析した。 
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3. 培養菌体での微生物変換 
 S.platensis Mer-11107株とその遺伝子組換え株について、第一章の SPCGB培
地で、25℃で 220 rpm の条件で、1、3、5 日間の振盪培養後、各菌体を集菌し、
洗浄後、50 mMのリン酸バッファー（pH 6.5）に懸濁した。プラジエノライド B
溶液（200mg/ml DMSO溶液）を細胞懸濁液に終濃度 1.86 mMになるように添加し
た。反応は 28℃で 220 rpmで 24時間振盪反応された。反応液の一部（200μl）
を 4等量のアセトニトリルで抽出し、第二章に示した方法で分析した。 
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第二節 結果 
 
1．プラジエノライド D一段発酵生産株の調製と発酵試験 
 psmA を S.platensis Mer-11107 株で発現させるために、2 種類のプロモータ
ーを選出した。1つは構成型のプロモーターとして広く放線菌で用いられている
報告のある、Saccharopolyspora erythraea 由来の ermE プロモーターであり
（PermE）[47]、もう一方は第一章で同定した S.platensis Mer-11107株のプラ
ジエノライド生合成遺伝子 pldA のプロモーターである（PpldA）。psmAB をこれ
ら 2 つのプロモーターのいずれかと連結して、染色体組み込み型プラスミド
pUC19aph::oriT::intphi31 に挿入したプラスミド（pPermEpsmA, pPpldApsmA）
を調製し、S.platensis Mer-11107株を形質転換した。得られた遺伝子組換え株
と元株の S.platensis Mer-11107株について、発酵試験を行ったところ（図 11）、
元のプラジエノライド B 生産株である S.platensis Mer-11107 株ではプラジエ
ノライド D はほとんど検出されなかった（< 10 μM）。一方、psmAB の組換え株
である、Mer-11107::pPermEpsmA株, Mer-11107::pPpldApsmA株ではプラジエノ
ライド Dを生産していた（50 から 900μM）。このことから、psmAB の遺伝子は異
種発現可能であり、発現した酵素は S.platensis でもプラジエノライド B から
プラジエノライド D への変換を触媒することが分かった。生産されたプラジエ
ノライドの総量（プラジエノライド B + プラジエノライド D）は
Mer-11107::pPermEpsmA株とMer-11107::pPpldApsmA株でほとんど同量であった
のに関わらず、Mer-11107::pPpldApsmA 株のプラジエノライド D の生産量は
Mer-11107::pPermEpsmA 株の 10 倍以上であった。Mer-11107::pPpldApsmA 株で
は Mer-11107 株が生産したプラジエノライド B のほとんどすべてを水酸化でき
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ることが分かった。 
 
2．プラジエノライド D一段発酵生産株の水酸化活性 
 次に、各株の培養過程における水酸化活性を調べるため、発酵と並行してプ
ラジエノライド Bからプラジエノライド Dへの微生物変換を行った（図 12）。培
養 1、3、5 日後の各菌体を集菌洗浄後、バッファー中でプラジエノライド B を
基質として添加しての、反応をみた。その結果、psmABの組換え株は発酵菌体で
プラジエノライド B からプラジエノライド D への変換活性を示した。特に、
Mer-11107::pPpldApsmA株はMer-11107::pPermEpsmA株よりも優れた活性を示し
た。興味深いことに、この 2 株の微生物変換活性の違いはその活性レベルだけ
でなく、活性の時間傾向にも及んでいた。Mer-11107::pPermEpsmA株の変換活性
は発酵培養 1 日後の培養菌体が最も高く、それから培養時間が進むごとに変換
活性が減少していたのに対し、Mer-11107::pPpldApsmA株の変換活性は発酵培養
3 日後に最大となり、その後の培養後期でも変換活性を維持していた。
Mer-11107::pPpldApsmA株の変換活性の時間傾向はMer-11107株のプラジエノラ
イド B 生産の時間傾向と同様であった。このことは psmAB の発現に PpldA を用
いることにより、psmABとプラジエノライド生合成遺伝子群との発現を同調させ
ることができることが示唆された。 
 - 54 - 
 
 
 
 
図 11  S.platensis Mer-11107 （ A ）、 Mer-11107::pPermEpsmA （ B ）、  
Mer-11107::pPpldApsmA（C）の発酵により生産されたプラジエノライド B（○）
とプラジエノライド D（●）の量。縦棒は標準偏差を示した。 
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図 12   S.platensis Mer-11107 （ A ）、 Mer-11107::pPermEpsmA （ B ）、  
Mer-11107::pPpldApsmA（C）の発酵培地での培養後の菌体を用いたプラジエノ
ライド B からプラジエノライド D への微生物変換。変換率は% （mol/mol)で表
された。縦棒は標準偏差を示した。 
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第三節 考察 
 
 本章では、プラジエノライド B 生産株である S.platensis Mer-11107 にプラ
ジエノライド BからDへの変換に関与する遺伝子 psmABを導入することにより、
プラジエノライド D を直接発酵生産させることができた。そして psmAB の発現
プロモーターにプラジエノライド B生合成遺伝子中の pldAプロモーターを用い
ることで psmAB とプラジエノライド生合成遺伝子群との発現を同調させること
ができた。 
この同調は変換産物の蓄積には重要とみられ、プラジエノライド B の生産に
最適化された培養条件を用いて、この組換え株（Mer-11107::pPpldApsmA株）に
よりプラジエノライド D を高生産することができると考えられた。実際に今回
の結果（図 11）では、プラジエノライド B の生産培地・生産条件を用いた培養
により、組換え株は野生株が生産するプラジエノライド B と同等量のプラジエ
ノライド D を生産することができた。これは先に述べたアイブロシンの一段発
酵の低生産に比べ、以下の点が有効であったと考えられる。 
１． 前述したように、pldAプロモーターを用いることで psmABとプラジエノラ
イド生合成遺伝子群との発現を同調させることができたこと。 
２. タイロシンからアイブロシンへの変換は二段階のアシル化反応でさらにイ
ソバレリル CoA などの供給が必要であるのに対し、プラジエノライド B から D
への変換は、十分に供給されている一酸素のみが必要な一段階の水酸化反応で
あること。 
３. PsmA の酵素活性が優れていたため、染色体に一コピーの導入でプラジエノ
ライド Bの生産速度に匹敵する変換速度を維持できたこと。 
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この結果はプラジエノライド D を工業的に生産するための工程を容易にスケ
ールアップすることに大きく貢献することになると期待できる。 
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総括 
 
 本研究の第一章において、S.platensis Mer-11107株の生産する新規抗腫瘍活
性物質プラジエノライド類の生合成遺伝子クラスターを単離・同定し、プラジ
エノライドの生合成経路を明らかにした。プラジエノライドのチオエステラー
ゼドメインは同様の 12 員環や 14 員環マクロライドを形成する PKS 系よりも、
他の環のポリケタイド（スピノサッド、フォスラクトマイシン、そしてエバー
メクチンなど）を形成する PKS系に類似していた。このことは、PKSの多様性拡
大の根拠となる水平伝播や進化に重要な示唆を与える。また、プラジエノライ
ド修飾酵素遺伝子の一つである pldBの破壊株を調製することにより、活性の高
い類縁体の 1 つである 6-デオキシプラジエノライド B だけを生産することがで
きた。今後、新規抗癌剤の強力なリード化合物となりうるプラジエノライドの
誘導体研究においてこの遺伝子情報は強力なツールになりうる。 
 本研究の第二章において、S. bungoensis A-1544 株によるプラジエノライド
Bからプラジエノライド Dへの微生物変換速度の向上を目的として、その変換反
応に関与する遺伝子 psmA, psmBをクローニングした。psmAがコードするシトク
ロム P450 PsmAは、S.coelicolor A3(2)の CYP105D5との相同性から取得された
が、PsmA の触媒効率は CYP105D5 よりも 4 倍高かった。PsmA はその水酸化反応
における電子伝達に psmB がコードするフェレドキシン PsmB を必要とすること
が分かった。また、psmAB を増幅した S. bungoensis / pSMAB702 株を構築し、
微生物変換速度を格段に向上させた。 
 本研究の第三章において、第二章で得られたプラジエノライド B からプラジ
エノライド D への変換反応に関与する遺伝子 psmAB をプラジエノライド B 生産
株である S.platensis Mer-11107株に導入することにより、プラジエノライド D
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を直接発酵生産する株を構築した。psmABの発現プロモーターに第一章で得られ
たプラジエノライド Bの生合成遺伝子の中の pldAプロモーターを使用すること
で、psmAB とプラジエノライド生合成遺伝子群との発現を同調させることができ、
プラジエノライド Dの高生産につながった。 
 本研究を進める上で、放線菌の基本的な遺伝子操作技術はもちろんであるが、
放線菌のゲノム情報の貢献度は高かった。第二章でプラジエノライド Bの 16位
水酸化酵素を発見する際には、全ゲノムが解読されている S. coelicolor A3(2)
株に水酸化活性があり、そのすべての P450 を試験することでそのうちの 1 つ、
CYP105D5 がその酵素であることを突き止め、S. bungoensis A-1544 株から
CYP105D5 ホモログである PsmA を取得するにいたった。つまり、S. coelicolor 
A3(2)株のゲノム情報がなければ、迅速に進まなかったであろう。また、このと
き、P450の変換試験に用いた大腸菌を用いた微生物 P450発現系（BEPS）の貢献
度も非常に高かった。微生物 P450は可溶性の酵素で多種多様な基質の一酸素添
加反応（水酸化）を行う酵素として非常に有用であるが、特殊な酸化還元反応
系を持つため、P450 遺伝子をクローニングしても、その機能を確認するには酸
化還元パートナーが必要となる。我々が構築した、大腸菌を用いた微生物 P450
発現系（BEPS）では、大腸菌という P450遺伝子を本来まったく持たない菌株を
宿主とし、細菌 P450 のほとんどが含まれるクラス I 型（P450-フェレドキシン
－フェレドキシン還元酵素－NADH or NADPH）の酸化還元系の中で、大腸菌での
発現が円滑に且つ、様々な P450 と電子伝達できる CamB（フェレドキシン）と
CamA（フェレドキシン還元酵素）を共発現させることで、全細胞を触媒とした
微生物変換反応で、導入した P450の変換活性（機能解析）を評価できる。実際
に、第一章でもこの大腸菌を用いた微生物 P450発現系（BEPS）を用いて、pldB
遺伝子のコードする P450 PldB がプラジエノライド B の 6 位水酸化酵素である
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こと突き止めた。このようにゲノム情報と大腸菌を用いた微生物 P450 発現系
（BEPS）をうまく使うことが微生物 P450研究を進めていく上で重要となる。本
研究はそのモデルケースといえる。 
 我々の最終的な目標は、発酵生産物をさらに修飾した医薬品（もしくは医薬
中間体）を複雑な工程を経ずに一回の発酵工程で製造することである。これま
での微生物変換法や酵素を直接用いる合成法では、まず、基質となる発酵生産
物を大量に生産し単離精製した後、もう一度別の発酵槽で別の菌株を培養し、
変換を行い、単離精製することになる。これに対し、本研究で示した組換え株
を用いた一段発酵により、発酵と精製工程が一回で済むことにより、製造期間
および規模が大幅に縮小される、製造コストが削減できる。また、本研究のよ
うな高活性の抗腫瘍活性物質を取り扱う上で、作業工程およびスケールを縮小
できることは安全衛生面の観点からも非常に重要である。ここで、本研究で調
製した組換え株は、pldA プロモーターを使用することで psmAB とプラジエノラ
イド生合成遺伝子群の発現が同調するため、発酵生産されたプラジエノライド B
を効率よくプラジエノライド D に変換し蓄積した。これにより、既に構築され
ている S.platensis Mer-11107 株によるプラジエノライド B の発酵条件をその
まま組換え株でのプラジエノライド D の一段発酵に用いることができるため、
スケールアップが容易であり、製造プロセスの開発に必要な時間と経費を節約
できる。このように本研究における組換え放線菌を用いたプラジエノライド D
の一段発酵法の確立は、今後、発酵生産物誘導体を経済的に製造していく戦略
の上で、確かな指針を示した。 
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